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补肾方药对骨质疏松防治的实验研究 

李恩 孔德娟 杨学辉 刘素彩 支套英 李芳芳 州和娣 

· 药物 研 究 · 

【摘要】 目的 探讨补肾方药对骨质疏松的防治作用及其机理。方法 本研究选用3种模型， 

即地塞米松和卵巢切除所诱发的骨质疏松模型，自然衰老的大鼠骨质疏松模型，并给予中药治疗。 

测定大鼠骨密度、骨代谢相关生化指标及骨形态计量学指标及基因表达分析。结果 朴肾方药可 

显著提高地塞米松所致骨质疏抡大鼠的骨密度、血清骨钙素水平，降低尿钙排泄，同时，促进骨组织 

中 I型胶原和 LMP-l mRNA表达，补肾方药还提高小肠黏膜 CaBp-D9K基因表达，从而使小肠黏膜钙 

结合蛋白(CaBp)的合成增加，促进小肠对钙的吸收；补肾方药可提高卵巢切昧所诱发的骨质疏松太 

鼠的骨密度，促进骨组织中I型胶原 mRNA及小肠黏膜中VDR mRNA的表达，提高卵巢切除大鼠血 

清雌激素的水平，同时，提高骨组织中雌激素受体 。和 (ERa，ER口)的表达，增加雌激素对骨代谢的 

调节作用；朴肾方药改善老年骨质疏松大鼠骨代谢，降低尿钙排泄 ，通过提高骨转换，主要是促进骨 

形成防止骨量丢失。结论 补肾方药通过多环节、多途径，调节骨质疏桧大 鼠的骨形成与骨吸收， 

使其达到骨形成与骨吸收相偶联，而防治骨质疏挫。 
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随着人口的老龄化，骨质疏松成为威胁老年人 

健康的重大问题之一。目前 ，骨质疏松的发病机理 

尚不完全清楚，对骨质疏松的治疗主要以抑制骨吸 

收的药物为主，绝经后骨质疏松多采用激素替代疗 
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法，虽有较好的疗效 ．但副作用较大” 。 

中医学认为： 肾为先天之本，主生长发育”，“肾 

藏精主骨生髓”，如肾精亏损则不能滋养全身之骨。 

因此，我们拟定了补肾方药，对骨质疏松大鼠给予治 

疗，探讨补肾方药对骨代谢的作用机理，阐明朴肾方 

药的整体调节作用，以期为开发疗效确切、毒副作用 

较少的防治骨质琉松的新药提供实验依据。 
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材料和方法 

1．地塞米松诱发的骨质疏松模型：选用 6月龄 

Wistar大鼠．肌 肉注射地塞米松 ，每周 2次，用量 为 

0 1 rag／100 g体重，连续 5周，然后给予补肾中药治 

疗 3个月。股动脉放血处死大鼠，取标本进行各种 

指标的测定 

2．卵巢切除诱发的骨质疏松模型：选用 8月龄 

sD大鼠，1％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉(40 mg／k 体 

重)，无菌条件下，经背部正中切口切除双侧卵巢，术 

后 1周，给予补肾中药。股动脉放血处死大鼠，取标 

本进行各种指标的测定。 

3．老年 性骨质疏松模 型 ：选 用 自然衰 老的 20 

月龄 SD大 鼠，给予补 肾中药治疗 3个月 ．3月龄大 

鼠为低龄对照组。股动脉放血处死大鼠．取标本进 

行各种指标的测定。 

4．补肾方药 的组成 ：以六昧地黄 为基础加助 阳 

药淫羊藿、肉苁蓉等，水煎浓缩后灌喂大鼠。 

5．骨密度和骨形态计量学测定：骨密度测定采 

用双能 x射线骨密度仪。骨形态计量学测定指标： 

(1)骨小梁体积百分比(TBV％)、(2)骨小梁形成表 

面百分 比(TFS％)、(3)骨小梁吸收表 面百分 比 

(TRS％ )。 

6．骨生物力学测定：采用英国 QTS流变仪．指 

标：最大载荷、最大挠度、弹性载荷、弹性挠度。 

7．分子生物学指标的测定 ：采用 Northern blot— 

ting方法 ，免疫组化、Western 印迹及 RT．PCR方法检 

测基因表达。 

8．统计学分析 ：所有数据均以 j±s表示 ，数据 

经 Excel软件统计处理，组间比较 f检验。 

结 果 

1．补肾方药对大鼠骨密度的影响 

地塞米松和卵巢切除均使大鼠股骨和胫骨骨密 

度降低(P<0．05)，补肾中药可明显防止地塞米松 

和卵巢切除诱发的大鼠骨量丢失，见表 1和表2。 

表l 补肾方药对地塞米松诱发的骨质疏松大鼠 

骨密 度(BMD)的影 响( ± g／cm ) 

注 ：与对照组 比较 。P<0 05；与地塞米松 组比较 P<0 05 

表2 补肾方药对卵巢切除诱发的骨质疏松大鼠 

骨密度 (BMD)的影 响(j± g，c ) 

往 ：与骰 手 术组 比段 ’P<0 05；与 卵 粜 切 陈 组 比段  P(0．01 

2．补肾方药对大鼠骨形态计量学指标的影响 

卵巢切除组与假手术组比较，骨小梁体积百分 

比(TBV％)显著降低(P<0．01)，骨小梁形成表面百 

分比、骨小梁吸收表面百分比均显著增加，分别为 

P<0．01、P<0．05。经补肾方药治疗 3个月后．大 

鼠骨小梁体积百分比显著增加(P<0 01)，骨小梁 

形成表面百分比和骨小梁吸收表面百分比显著降低 

(分别为 P<0．01和 P<0．05)，见表 3。 

表3 补肾方药耐卵巢切除大鼠骨形态计量学 

指标 的影 响(i±s，％) 

注：与假手术组比较‘P<0 05；一 P<0 01，与卵巢切除组比较 

P<o 05．‘ P<o
．
oI 

老龄组 与低 龄组 比较 骨 小梁体 积百 分 比 

(TBV％)、骨小梁形成表面百分比及骨小梁吸收表 

面百分比均显著降低，分别为 P<0．02、P<0．001、 

P<0．01。经补肾方药治疗 3个月后，大鼠骨小梁 

体积百分比、骨小梁形成表面百分比和骨小梁吸收 

表面百分比显著增加(P<0．05)，见表4。 

裹4 补肾方药对老年大鼠骨形态计量学 

指标 的影 响( ±s．％) 

注 ：与低龄组 比较 P<0 05；一 P<0 01．与老啬争组 比较 P< 

0 05 

3．补肾方药对卵巢切除骨质疏松大鼠骨生物 

力学的影响 

卵巢切除大鼠与假手术组比较股骨和胫骨最大 

负荷和弹性负荷均降低(P<0．05)。经补肾方药治 

疗3个月后，股骨和胫骨的最大负荷显著升高(P< 
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0．05)，见表5和表 6。 

4．补肾方药对骨质琉松大鼠血清骨代谢相关 

指标的影响 

血清钙和磷在对照组 、地塞米松组和补肾方药 

组之间无统计学差异。与对照组相比，地塞米松组 

大鼠血清骨钙素(GBP)降低，碱性磷酸酶(ALP)升高 

(P<0．05)。经补肾方药治疗 3个月后，血清骨钙 

素升高，碱性磷酸酶降低(P<0．05)，见表 7。 

血清钙和磷在假手术组、卵巢切除组和补肾方 

药组之间无统计学差异。与假手术组相比，卵巢切 

除组大鼠血清雌二醇明显降低 (P<0．05)，黄体生 

成素(LH)和卵泡刺激素(FSH)明显升高(P<0．05)。 

经补肾中药治疗 3个月后，血清雌二醇升高，黄体生 

成素和卵泡刺激素也明显升高(P<0 05)，见表 8。 

老龄组大 鼠与低龄组大鼠比较 PTH明显升高 

(P<0．05)。CT、ALP、Ca、P在各组之间未见 明显差 

异(P<0．05)，见表 9。 

裹5 补肾方药对卵巢切除骨质疏松大鼠股骨骨生物力学的影响( ±s) 

注：与假手术组比较 P<0 05；与卵巢切除组比较 P<0 05 

裹 6 补肾方药对卵巢切除骨质疏松大鼠胫骨骨生物力学的影响(j± ) 

注：与假 手术组 比较 P<0 05；与卵巢切除组比较 P<0 05 

裹 7 补肾方药对地塞米松诱发的骨质疏松大鼠血清骨代谢相关指标的影响(j± ) 

注 ：与对照组 比较 ’P<0．05；与地塞米松组 比较 P<0 05 

裹 8 补肾方药对卵巢切除诱发的骨质疏松大鼠血清骨代谢相关指标的影响( ±s) 

注：与对照组比较 P<0 05； 卵巢切I；鲁组比较 P(O 05 

裹 9 朴肾方药对老龄大鼠血清 刑 、cT、ALP、(：a、P的影响( ± ) 

注；老龄组与氍情组比较。P<0 05 
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5．补肾方药对骨质疏松大鼠尿液骨代谢相关 

指标的影响 

与对照组比较，地塞米松组尿钙与尿肌酐比值 

明显升高(P<0．05)，尿磷与尿肌酐比值、尿羟脯氨 

酸与肌酐比值均显著降低(P<0．05)。补肾方药治 

疗3个月后，尿钙与尿肌酐 比值明显降低fP< 

0．05)，尿磷与尿肌酐比值和尿羟脯氨酸与肌酐比值 

明显升高(P<0．05)，见表 1O。 

哀1O 补肾方药对地塞米松诱发的骨质疏松大鼠屎液骨 

代谢相关指标的影响 ( ±s) 

注 ：与对照组 比较 。P<0．05；与地寒米橙组 比较 <0 05 

与假手术组比较，卵巢切除组尿钙与尿肌酐比 

值，尿磷与尿肌酐比值和尿羟脯氨酸与肌酐比值均 

明显升高(P<0．O1)。补肾方药治疗 3个月后，尿 

钙与尿肌酐比值和尿羟脯氨酸与肌酐比值明显降低 

(P<0．O1)，见表 11。 

寰 Il 补肾方药对卵巢切除骨质疏松大鼠屎液骨代谢 

相关指标的影响 (j± ) 

注：与假手术组比较一 P<0 01；与卵巢切除组比较 P<0 0 

老龄组与低龄组比较 ，尿钙与尿肌酐比值均明 

显升高(P<0．05)，尿磷与尿肌酐比值，老龄组与低 

龄组比显著降低(P‘0 05)。补肾方药治疗 3个月 

后 ，尿钙与尿肌酐比值明显降低(P<0．05)，尿磷与 

尿肌酐比值有升高趋势，尿羟脯氨酸与肌酐比值 3 

组之间无统计学差异，见表 12。 

哀 12 朴肾方药对老年骨质疏松大鼠尿液骨代谢 

相关指标 的影 响 ( ±s) 

注 ：老龄组与低龄组比较 。P<0 05；补 肾方药组 与老 龄组 比较 

#P《0．05 

6．补肾方药对骨质疏松大鼠骨组织中基因表 

达的影响 

与对照组 比较 ，地塞 米松组大 鼠骨组织 中 I型 

胶原和 LIMP，1 mRNA表达均降低(P<0．05)。经补 

肾中药治疗 3个月后二者的表达均上调，与地塞米 

橙组 比较差异有显著性(P<0．05)，见表 13。 

哀 13 补肾方药对地塞米松诱发的骨质疏松大鼠骨 

组 织中 mRNA表达的影响 ( ± ) 

注：与对照组比较。P<0．05 与地塞米松组比较 P<0 05 

与假手术组比较，去卵巢组大鼠骨组织中 l型 

胶原和 E 、E邢 mRNA表达均降低(P<0．05)。经 

补肾中药治疗 3个月后 I型胶原和 ERa、ERB mRNA 

的表达均上调，与去卵巢组比较差异有显著性(P< 

0．05)，见表 14。 

哀14 补肾方药对去卵巢大鼠骨组织中 I型胶原 

和 ER mRNA表达的影响 

注：与假手术组 比较 ’P(0 05}与去 卵巢组 比较 P<0 05 

7．补肾方药对骨质疏松大鼠小肠黏膜组织中 

基因表达的影响 

通过 RT．PCR方法检测卵巢切除大鼠小肠黏膜 

组织中 VDR mRNA的表达，发现卵巢切除大鼠小肠 

黏膜组织中 VDR trdlNA表达水平比假手术组的下 

降了59．1％，经补肾方药治疗后小肠黏膜组织中 

VDR mRNA表达水平升高 50％。Northern Blotting分 

析发现补肾方药可提高地塞米松诱发的骨质疏松大 

鼠小肠黏膜组织中钙结合蛋白的表达。 

讨 论 

中医学认 为“肾为先天之本 ，主生长发育”，“肾 

藏精 、主骨生髓”，如肾精亏损则不能滋养全身之 骨， 

则骨枯髓碱，导致骨痿。在中医理论指导下结合现 

代药理研究，我们拟定了补肾方药防止大鼠的骨量 

丢失。 
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1．补肾方药对地塞米松所致大鼠骨量丢失的 

防治作用。 

大剂量长期应用地塞米松可导致患者明显的骨 

量丢失，骨密度下降，骨折危险性增加。对其发病机 

理的认识尚不完全清楚。本研究发现给予地塞米松 

后的大鼠骨密度明显降低，骨组织 I型胶原和骨矿 

化相关蛋白(LMP-1)表达下降，血清骨钙素降低，尿 

钙排泄增加，尿磷减少。经补肾方药治疗后大鼠骨 

密度明显升高，骨组织 I型胶原和骨矿化相关蛋白 

(LMP．1)表达上调，血清骨钙素升高，尿钙排泄减 

少 。 

I型胶原 占骨组织 中有机基质 的 90％以上，是 

骨盐附着的场所 j。而 LMP．1的表达量的高低与成 

骨细胞的分化及骨的矿化密切相关 ，骨钙素也是 

骨矿化中所必需 的骨基质蛋 白之一 。因此 ，补 。肾 

方药通过提高上述蛋白的表达，及减少屎钙的排泄， 

增加骨形成，而起到防止大鼠骨量丢失的作用。 

2．补肾方药对卵巢切除所致骨质疏松大鼠骨 

量丢失的防治作用。 

绝经早期骨量的快速丢失，以及雌激素替代疗 

法对绝经后骨质疏松的防治效果，均提示雌激素降 

低是绝经后骨质疏松的主要病因。本研究通过切除 

大鼠卵巢，发现其骨密度减低，骨小梁体积百分比 

(TBV％)显著降低，骨小梁形成表面百分比、骨小梁 

吸收表面百分比均显著增加。卵巢切除大鼠骨组织 

I型胶原、ERa和 E即 mRNA表达均降低，小肠黏膜 

VDR表达下降。尿钙、尿磷和尿羟脯氨酸排泄均增 

加 经补肾方药治疗 3个月后，大鼠骨密度增加，骨 

小梁形成表面百分比和骨小梁吸收表面百分比显著 

降低，骨小梁体积百分比显著增加。骨组织 I型胶 

原、雌激素受体 。(ERa)和雌激素受体 0(E邓)mRNA 

表达均上调，小肠黏膜维生素 D受体 (VDR)表达增 

加。尿钙、尿磷和尿羟脯氨酸排泄均降低。卵巢切 

除后大鼠血清雌激素减少，同时骨组织中雌激素受 

体 n和雌激素受体 口mRNA表达降低，导致雌激素 

对骨代谢的调节作用进一步降低。而小肠黏膜中维 

生素 D受体(VDR)表达下降，使小肠对钙的吸收能 

力下降，肾脏尿钙排泄增加，机体为了维持血钙的恒 

定，则必需动员骨钙，使骨吸收增加，导致骨质疏松 

的发生。补肾方药通过逆转上述变化起到防治骨质 

疏松的作用 。 

3．补肾中药对老年性骨质疏松的治疗作用 

老年性骨质疏松属低转换 型，即反映骨形成及 

骨吸收的指标均偏 低 从本实验结果可 以看出，骨 

小梁体积百分比及骨小梁形成表面百分比、骨小粱 

吸收表面百分比，老年组大鼠均低于 3月龄大鼠，且 

差异有显著性。这是 由于随着年龄 的增长 ，骨形成 

绝对不足而骨吸收 相对增加所致。 

补肾方 药对老年性大 鼠骨质疏松治疗 3个 月 

后，发现与未经治疗的老龄大鼠相比，反映骨量水平 

的主要指标．骨小梁体积百分比显著升高。同时骨 

小粱形成表面百分比(骨形成参数)和骨小梁吸收表 

面百分比均显著增加。 

药化分析表明，该补肾方药中含有黄酮类成分， 

主要为淫羊藿甙，黄酮类具有植物雌激素样作用。 

异丙氧黄酮能够提高绝经后骨质疏松患者的骨密 

度，降低骨折发生率 。体外研究发现：异丙氧黄酮 

促进成骨样细胞增殖及成骨细胞对 I型胶原的合成 

和分泌，同时提高成骨细胞碱性磷酸酶的活性 。 

综上所述，补肾方药通过作用于不同组织和器 

官，如肾脏、小肠、骨组织等，多环节、多途径调节骨 

质疏松太鼠的骨形成与骨吸收，促使其达到骨形成 

与骨吸收相偶联，而防治骨质疏松。 
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